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近年, フ ツ 化 ビリ ミ ジ ン系抗癌剤 と その 調節因子の 併用 によ る生 化学的調節 O)io che mic al m odulatio n) が, 抗腫瘍効果
の 増強を図 る手段 と して 注目 され て い る . 本研究で ほ , ア ミ ノ 酸 イ ン バ ラ ン ス 輸 液が フ ツ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤 の 生 化学的調
節 の 調節因子 となりう る か どう か を明 ら か にす る こ と を目的 と し , 抗腫瘍効果と宿主に 及 ぼ す影響 を検討 した . 腹水 肝痛
A Ⅲ130を背部 に移植 し た雄性 ラ ッ トに 7 t]間, 中心 静脈栄養法 を施行 した . 実験 群と して総合 ア ミ ノ 酸製剤と テ ガ フ ー ル併
用群(n = 6) (Ⅰ), K E M-1(メ チ オ ニ ン と シ ス ナ ン を除い た ア ミ ノ 酸製剤) と テ ガ フ ー ル 併月ヨ群(n = 7)(Ⅲ), K KM -2( m -1 に
ア ル ギ ニ ン を増量 した ア ミ ノ酸製剤)と テ ガ フ ー ル 併用群(n = 5) (Ⅲ), m -2単独群(n = 6) (Ⅳ), 経 口摂取群(n = 6) (V)を
設定 した . I群 か ら Ⅳ群の 非黄白カ ロ リ ー は 200kcal/kg/日 と し, Ⅰ群 か ら Ⅲ群の テ ガ フ ー ル は100m g/kg/日 と した . 膿瘍重
量 の 変化, 宿主体重の 変化, 窒 素平衡 , 血祭遊離 ア ミ ノ酸 濃度, 血 液生 化学検査, 各臓器内テ ガ フ ー ル お よ び 5- フ ル オ ロ ウラ
シ ル (5-flu o ro u ra cil, 5-F U) 濃度, 腫瘍朝 胞の 核 D N A量お よ び増殖核細胞抗原 brolifer ating celln u cle a r a ntige n, P C N A)標識
率 を測定 し た. 腫壕重量の 増加は Ⅱ 群は 2.5±1.6 区 ±S D)g, Ⅲ群は 1.2±0.5g と, V群の 5.8±2.6g に比較 して 有意に抑制さ
れ た (P < 0. 1) が , 宿主体重は Ⅰ群 ､ Ⅳ群で 減少し , Ⅴ群で の み 増加 した . 累積窒素平衡 はⅠ 群, Ⅲ群で は正 で あ っ た が, Ⅲ
群 , Ⅳ 群で は負 であ っ た . 血柴遊離ア ミ ノ 酸濃度で は ア ル ギ ニ ン は Ⅲ群 , Ⅳ群で Ⅰ 群, Ⅲ群, V群と比較 し て有意な上昇 を認
め た (P < 0. 1). メ チ オ ニ ン は Ⅱ 群, Ⅲ 群, Ⅳ群で V群 に比較 して有意な減少を認め た (P < 0. 5). 血清尿素窒素, ク レ ア チ ニ
ン , 血清 グ ル タ ミ ン 酸オ キサ ロ 酢酸 トラ ン ス ア ミナ ー ゼ , グ ル タ ミ ン 酸 ピル ビ ン醸 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ に差は な か っ た ∴ 一 方,
テ ガ フ ー ル の 臓器内濃度 は い ず れ の 群で も同 レ ベ ル で あ っ たが , 5-FU 濃度 は腫瘍内で 血 清の2 0～ 4 0倍 と著明 に高く , Ⅲ群,
Ⅲ 群で は各臓器で の 濃度も Ⅰ群 よ り も高 い 傾向 にあ っ た . つ ぎ に腹水肝癌 A H 130 を腹腔内に移植 した 雄性 ラ ッ ト に 7 日間,
中ノL､静脈栄養法を施行 し た. プ ロ ← サ イ ト メ トリ ー に よ る腹水癌細胞の 核 D N A量の 測定 で は, Ⅲ 群は Ⅲ 群, Ⅳ 群に比較 して
G｡G. 期細胞致の 増加 と G2M 期細胞数 の 減少をみ た が , S 期 は同程度であ っ た . フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー に よ る P C N A標識牢の
測定 で は , Ⅲ 群は30±16 %と , Ⅰ 群, Ⅱ 群＼ V 群と 比 較 して 有意に低値を示 した (P < 0 月1). 以 上の 成績か ら, テガ フ ー ル は
ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液と の 併 剛 こよ り , そ の 抗腫瘍効果が増強さ れ , ア ミ ノ 酸 イ ン バ ラ ン ス 輸液 は フ ツ 化 ビリ ミ ジ ン 糸抗
癌剤の 生化学的調節 と な りう る と 考えら れ , 今後, 嫡治療の 有効な療法と し て期待できるもの と 考え られ た .
Key w o rds a min o a cid imbala nc e, antica n c er age nts, bio che mic al rn Odulatio n,flo w cyto m etry,
pr olifer atingc elln u cle ar a ntigen
各種診断技術の 進歩 は , 悪性 肺癌 の 早期発見の 機会増加と ,
そ の 治療成績の 向 卜をも た ら した . しか し, い ま だ に遠隔車よ移
や広範な り ン パ 節転移 をきた し た状態 で発見 さ れ る 場合も多
く, か か る症例の 治療予後 は極め て 不 良で あ る. 届所病か ら 全
身病 へ と 進展 した 消化器悪性腫瘍に は , 化学療法, 放射線療法
な どに 手術を勧み合わ せ た集学的治療が試み られ て い る . 近年,
各種抗癌剤の 作用機序 の 解明 にと も ない , よ り確実 に選択的な
腫瘍細胞毒性 を発揮す る薬剤の 投与法が注月 さ れて い る . こ の
よう な 理 論的な薬剤併用療法 は , 生 化学的調節 (bio che mic al
m odulatio n) と称 さ れ る . 生 化学的調節 の 理 論に 基づ い た 化学
墟法 で は, 抗腫瘍効果を発揮 す る 作川菜剤(e仔e ctor) と , 作rlJ
薬剤の 抗腫瘍効果 を増強す る 調節頻刑(m o (1ulatolう を 併川 す
る . 消化 掛轟に対する化学療法 で は, 5- フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (5-
flu or o u ra cil, 5-F U) が作用頻則 と し て 選択さ れ る こ と が 多 い .
葉 酸代謝括抗剤や プ ラ チ ナ誘導体 は , 5-F Uの 抗腫瘍効果を増
強する調節薬剤と して 臨床的にそ の 有刺隼が報告さ れ 始め てい
る ‖封
. 本研 究で は, メ チ オ ニ ン 代謝が 葉酸代謝と深い 関係 を有
して い る こ と, 尿素サ イ ク ル と ビリ ミ ジ ン の 新規(de nov o) 合
成系が カ ル バ モ イ ル 燐酸 (c arba m oylpho sphate, C P) を共通の
基質とす る こ と に着 目 し , ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液が 5 ゼU
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, C a rba m oylpho sphate;Cr, C reatinine;5-F U,5-flu o ro ur acil;G O T, gluta mic ox alo a cetictra n sa min as e;G P T, gluta mic
p yr u vic tr a n samin as e; PBS, phosphate-buffered s alin e;P C N A, pr Olifer ating c elln u cle ar a ntigen;T P, thymidin e
pho sphorylas e;
′
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の 抗腫瘍効果 に及ぼす影響 を検討 した .
材料 お よ び方法
Ⅰ . 実験材料
1 . 実験動物
的 6週齢の 雄性 ドン リ ュ ー ラ ッ ト (静岡実験動物 , 浜松)を
使用 し, 約1 週間の 馴化の 後 に実験に用い た . 実験開始まで は ,
一 定の 空調室内 で固形飼料 C R F l(日本 チ ャ ー ル ズ リ バ ー , 大
和)お よ び, 水道水を自由経口摂取 させ た .
2 . 腫瘍細胞
金沢大学が ん 研究所化学療法部佐々 木琢磨教授 より分与 さ れ
た ラ ッ ト腹水肝癌 A H-130を便用 した . A H-130細胞 は ド ン リ ュ
ー ラ ッ ト腹腔内に移植, 継代 して , 移植10 日目 の 腹水細胞を実
験 に使用 した.
3 . 癌細胞浮遊液 の 調節
A H 130移植 ラ ッ ト か ら採取 し た癌性腹水を, 生 理 的食塩水
にて 希釈 して , トリ バ ン プ ル ー 排 除試験法 によ り生 細胞数 1×
1 び個/ml と な る よう に調節 し た.
4 . 輸液製剤
高張 グ ル コ ー ス 電解質液と して バ レ メ ン タ ー ル ⑪A お よ び B
(森下 ル セ ル , 東 京), 総合 ア ミ ノ 酸製剤 と して モ リ ブ ロ ン 遜 (森
下 ル セ ル) を使用 し た . ア ミ ノ 酸 イ ン バ ラ ン ス 輸 液 と し て ,
m -1(モ リ プ ロ ン か ら メ チ オ ニ ン , シ ス テ ン を除き, 他 の ア
ミ ノ 酸を等 モ ル 比で 増量 した 製剤), ⅨⅩM-2(メ チ オ ニ ン , シ ス
ナ ン を 除き, 他 の ア ミ ノ 酸の 50 %を ア ル ギ ニ ン で 置換 し た製
剤)を使用 し た(表1).
5 . 抗癌剤
抗癌剤は テ ガ フ ー ル 【1-(tetr ahydr o-2-fura nyl)-5-nu O rO u ra Cil,
F r 207】(大鵬薬品工業, 東京)を使用 した .
6 . 輸 液シ ス テ ム
無拘束下 に ラ ッ ト に輸液を施行す る装置 と して バ イ オ カ ニ ュ
ー ラ
⑧
(バ イ オ ･ メ デ イ カ , 大阪)を使用 した. 輸液 の 注入 に は
微量輸液ポ ン プ (マ イ ボ ン B型㊥, バ イ オ ･ メ デ イ カ) を使用 し
た .
Ⅰ . ア ミ ノ 酸 イ ン バ ラ ン ス 輸液 と抗癌剤併用 に よ る抗腫瘍効
果増強の検討(実験 1)
1 . 実験群 の 設定
担痛 ラ ッ ト は , 輸 液内容 に より ｢テ ル ア ミ ノ + テ ガ フ ー ル
投 与群｣(Ⅰ群) (n = 6), ｢K X M-1+ テ ガ フ ー ル 投与群｣(Ⅲ群)
(n = 7), ｢K K M-2+ テ ガ フ ー ル 投与群｣ (Ⅲ群) (n = 5), ｢K K M-2
単独投与群｣(Ⅳ群) (n = 6), ｢経 口自由摂取群｣ (V群) (n = 6)
の 5群 に分けて実験を施行 した.
I ～ Ⅳ群 の 非 蛋白カ ロ リ ー 投与量 は 160ml/kg/日 (グ ル コ ー
ス5 0g/kg/日, 2 00kc al/kg/日) と し, ア ミ ノ 酸製剤投与量 は
70ml/kg/日 (ア ミ ノ 酸 7.4g/kg/日 , 窒素 1.19g/kg/日) と した.
ま た , Ⅰ ､ Ⅳ 群 の 非 蛋 白 カ ロ リ ー / 窒 素 (n o n- prOtein
Calo rie s/nitr ogen, N P C/N) 比は168 と した. I ､ Ⅲ群 の テ ガ フ
ー ル 投与 量は 100m g/kg/日 と し, 輸 液に 混 じ て持続的 に投与
した. なお , V群 に は固形飼料 C R F l お よ び水道水 を自由経口
摂取 させ た (表2).
2 . 担痛動物の 作成
ドン リ ュ ー ラ ッ ト の 背部皮下 に A E-130痛細胞浮遊液 0.1ml
(1×107 個)を 接種 した . 腫瘍 の 生 着 を確認後, 24時間絶食さ
せ , 移植 4 日 日に ネ ン ブ タ ー ル ⑪ (pe ntoba rbitals odiu m , ダイ
ナ ポ ッ ト, 大 阪) の 腹腔内投与に よ る麻酔下 に Steige rら3)の 方
法 に準 じて , 右頭静脈 より上 大静脈 に シリ コ ン カ テ ー テ ル を挿
入 し, 無拘 束下 に 7 日間持続点滴を行 っ た .
な お , 静脈 炎 に よ る血 管外漏出を起 こ した り, チ ュ ー ブ トラ
Tablel･ Amin o acidco mpo sitio n ofMoripro n, K K M-1, and K K M-2
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K K M-l, amino acid imbalan ce solutio nlacking m ethio nin e and cystin e; K K M-2, KK M-1 supplem e nted
arglnln e･
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ブ ル等 で輸液を続けられ なくな っ た例 は実験 か ら除外 した .
3 . 測定事項
1) 体重お よ び腫瘍重量
点滴開始時と 7 日間 の 点滴終了後の 2 回, 体 重 を計測 した .
各時点で の 計測値 か ら腫瘍重量を差 し引い た値を宿主体重と し
た. 宿主体重の 変化は , 点滴前後 の 宿主体重の 増減 を点滴前借
に対する百分率で表 した . 腫瘍重量 は ス ラ イ デ ィ ン グキ ャ リ バ
ー を使 用 して腫瘍 の 長径(L, m m)と 短径(W , m m)を計測 し,
膿瘍 重量(m g)= LX W/2, によ っ て 算出 した .
2) 窒素平衡
点滴期間中は毎日採尿 し , 均eldahl法
4)を 用い て 尿中総窒素
量の 測定を した . 尿 中の 総窒素量 か ら輸液中の 窒素量を差 し引
い て 窒素平衡を求め た . 点滴期間中の 糞便排泄量は , きわ め て
少量の た め 無視 し た .
3) 血 液生化学検査
7 日 間の 点滴終了時, 心穿刺 に て採 血 し, 以 下 の 項目 に つ い
て測定 した .
i . 血 渠ア ミ ノ 酸
高速 ア ミ ノ 酸自動分析機 し8500(日 立 , 束京) に よ っ て , 血
祭ア ミ ノ 酸 を測定 し た .
ii. 血 清尿素窒素 仲lo odu r e a nitr oge n, B U N)
血清 B U N は ウレ ア ー ゼ W 法5)に よ っ て 測定 した .
iii. 血 清ク レア チ ニ ン (c re atinin e, Cr)
血 清 Cr は ヤ ッ フ ェ ロafk) 法6よによ っ て 測定 した .
iv . 血 清 グ ル タ ミ ン 酸 オ キ サ ロ 酢 酸 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ
は1uta mic o x alo a c etic tra n s a min a se, G O
′
n お よ び グ ル タ ミ ン酸
ピル ビ ン醸 トラ ン ス ア ミナ ー ゼ 短1uta mic p yru Victr an S a min a se,
G P T)
血 清 G O T お よ び G F r は日 本臨床化学会勧告法7)で 測定 した .
4) 臓器 ･ 血 中の テ ガ フ ー ル お よ び 5-F U濃度
7 日間の 点滴終了時 に心穿刺に て 脱血 後, 屠殺 して 各艇織 を
摘出 した . 血 液か ら は 血 祭 を分離 し凍結保存 した . また , 摘 出
後の 臓器は貯留血液を除去 し, 直ち に凍結保存 した . 血 中お よ
び組織中 の テ ガ フ ー ル 濃 度 は 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
mighpe rfo r m a n c eliquidchro matogrphy, H PL C)法 , 5-F Ui農度
は ガス ク ロ マ ト グラ フ ィ ー ･ マ ス フ ラ グ メ ン ト グラ フ イ 一 也as
Chro m atography- m a SS血
･
agm e ntogr aphy, G CL M S)法 にて 測定し
た. すな わち, 各臓器 は 0.1 ＼ 1.Og を 水冷 卜, ′=理食塩水で均
一---■ に懸濁 し, 2500rpIn で20分間遠心分離後の 上 演 1.Oml を取 っ
た . こ の 血 祭お よ び 臓器懸濁希釈液 を内部標準物質
15
N2-5ゼU
(セ ン ト ラ ル 薬占昌一, 束京)100′′∠1 と蒸留水 2.Oml で希釈 し, 5 N
の 塩酸 50′`∠1を加 え, ク ロ ロ ホ ル ム (和光, 東 京) に よる 溶媒抽
Table 2･ Daily regim e ns oft otalpar enter aln utritio n(Perkg)
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出法を用い た. テ ガ フ ー ル はク ロ ロ ホ ル ム 層 を50℃恒温槽内,
窒素下 で蒸発乾固 し, 蒸留水 1.Oml を加え, 検出器に U V 8011
を使用 した 高速液体ク ロ マ ト グ ラ フ (㈱ 束 ソ ー , 東京) を僅朋
し, 次の 条件下 で測定 し た. カ ラ ム O D S-80 T M(㈱ 東 ソ ー ) を
便用 し , カ ラ ム 温度 は4 0℃ と し て , 移動 相 は メ タ ノ ー ル : 水
(1 : 9)を用い , 流速 は 800/∠1/ 分で 検出 波長 は 254n m と し
た .
水層 に 含まれ る 5-F U は酢懐 エ チ ル (和光)4 0皿1 を加え,
50℃ 恒温糟内 , 窒 素下 で 蒸発乾固 し た . さ ら に酢酸 エ チ ル
2.Oml を加え振盟, デ カ ン テ ー シ ョ ンを 2 回線り返 し, 50 ℃恒
温槽内, 窒素下 で 蒸発乾閲し, 酢 酸 エ チ ル 200〃l を加えたも の
と 5-F U標準液(和光)50FLl ･ 内部 標準物質
15
Nr5･F U lOO〟1 を混
合 し, 5 0℃恒湿槽内, 窒素下 で蒸発乾固した . シリ ル 化混合試
薬と し てN, 0-ビス (メ チ ル シリ ル)- トリ フ ロ ロ ア セ ト ア ミ ド
【N, 0-bis(trim ethylsilyl)-triflu o r o a c eta mide, BS TF A] (和光)
1ml と ビリ ミ ジン (Piec eC he mic al Co. , Ro ckfo rd, U S A) 1ml
と トル エ ン (和光)2ml を混合し た もの を 50〃1加え, 85 ℃ で30
分間加熱 し , H P 6 88 0 シ リー ズ ー 2 型 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ
(He w r ett-Pa ckard, Sa ntaClar a, U S A) を連結し た Auto m a ss 型
質量分析計 (日本電子, 東京) を使用 し て, 次 の 条件下 で 測定
し た . 0.2 5m m X3 0m m の カ ラ ム D B-17(J& W Scie ntific,
Sa c r a m e nto, U S A) を装着 し, 注 入 部温度300℃, 検 出 郡温度
220℃, 流速 15ml/ 分, 担体 ガス は ヘ リ ウム を 用い た.
Ⅱ . ア ミ ノ 酸 イ ン バ ラ ン ス 輸液 と 抗癌剤併用 に よ る核 D N A
量お よび増殖細胞核抗 原 (pr olifbr ating c elln u cle a r
a ntige n. P C N A)標識率の測定(実験 2)
1
. 実験 群の 設定
実験 1 と同様 に , 担痛 ラ ッ ト を輸液内容 に より , ｢テ ル ア ミ
ノ + テ ガ フ ー ル 投 与群｣(Ⅰ群)(n = 6), ｢K K M-1+ テガ フ ー ル
投与群｣ (Ⅲ群) (n = 6), ｢K K M-2+ テガ フ ー ル 投与群｣(Ⅲ群)
(n = 6), ｢K K M-2単独投与群｣ (Ⅳ群) (n = 6), ｢ 経｢~硝 由摂取群｣
(V群)(n = 6)の 5群 に分け た .
2
. 担癌動物 の 作成
ド ン リ ュ ー ラ ッ トの 腹腔l勺に A Ⅲt13 0癌細胞浮遊液 0.1ml
(1 ×107 個) を接嘩した. 3 【1後か ら24時間絶食さ せ , 実験1 と
同様 に4 1川 か ら 撫拘束 卜に 7 日間持続点滴を行 っ た .
なお , 静脈炎 によ る 血管外胤l‡を起 こ し た り , チ ュ ー ブ トラ
ブ ル 等で 輸液を続 け られ なく な っ た例 は実験 か ら 除外 した .
3
. 柁 DN A量と P C N A標識や の 測定
1) 柁D N A量と P CNA の 抑時 二重蛍光染色
点滴終 印喜に ラ ッ ト腹腔内よ り塙性腹水 1mlを採取 し, 赤血
球除去用 トリ ス 緩衝液 15ml と混和 し, 室温 に 8 分間放置後,
Gr o up
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畷諾霊慧濫慧霊票斑蒜認諾請瑠訂謡霊怨霊慧監禁蒜 i｡ mie 皿d c,Stine)
With Tegafur gro up; gr OuP Ⅲ, KKM
-2(K KM -1sup ple m e ntedarginine)withTegafurgr oup ;Ⅳ, K K M-2gro up .
84 8 服
4 ℃1) ン 酸薇衝軋 pH 7.4(pho sphate･buffer ed salin e, P B S)
10mlを加え て, 反応を停止 した . 直ち に, 1500rpm , 5 分間遠
心 し , 4℃ PBS l Oml で 2回洗浄後, 40p の ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ











工 エ Ⅲ Ⅳ V
Gro up
Fig･ 1･ Tu m o r w eightin r ats of5e xperim e ntalgro ups af[e r a7-
dayinfusio n. Gr o upI, bala n c ed a min o acids olutio n with
Tegafurgro up; gr O upⅡ, K K M-1(a min o a cid imbala n c e
S Olutionla ck ing m eth io nin e and cys血 e)with Tegafur gro up;
gr o upⅢ, KK M-2(K K M-1 s u
.
p ple m e nted a rginin e) with
Tegafurgr o up;grO uPⅣ, K K M-2gro up;gr O uPV,Standard diet
by m o uth･










工 Ⅱ Ⅲ Ⅳ V
Group
Fig･ 2･ C ha nge sin body w eight. T he cha nge sin body weight
W e r edefin ed by theform ula of:【叩 巨 Cb)/C b]×100. Crb,
body w eight after a7qdayinfusio n; C b, body w eightbefo re
infu sio n). Gr o upI, balanced a min o a cids olutio n with
Tegafur gr o up;gr O upⅡ, K K M-1(a min o a cid imbala n c e
S Olutionla cking m eth io nin e and cystine)with Tegafur gro up;
gr o upⅢ , K K M-2(K K叫 1 s upple m e nted a rginin e) with
Tegafurgroup;grOupⅣ, K K M-2gro up; gr O upV, Sta ndard diet
by m o uth･
*P < 0･ 1;
★★P < 0･ 5･ Verdc al ba rs r epr e sent 富 士
S D.
定まで 4 ℃に て 冷蔵保存 し た. エ タ ノ ー ル 固定 し た細胞を 4℃
P B S で 2回洗浄後 , 4 ℃0.2 % ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン (bo vine
S e ru m albu min, B S A) (Sigm a, St. Lo uis, US A) 加P B S で遠心
洗浄 し , 0･5 %ツ イ ー ン2 0(Tw e e n20) (Sig m a), 0.5 % B S A
(D A K O, Glo str up , Den m a rk), 10 %筋注 ヒ ト γ グ ロ ブ 1) ン
(ミ ドリ 十字 , 大阪) 加P BS 25 0〃l に浮遊 させ , 非特異的抗体
の 結合を防止 した . 5 分 間放置後, 0.5 %ツ イ ー ン20, 0.5%
BSA, 1 0 %筋注 ヒ トγ グ ロ ブ リ ン 加 P BS で20倍 に希釈 し た抗
P C N A抗体 (P じ10, D A K O P A T rS, Cope nhage n, De n m a rk)
100〃l を加え , 混 和 し た . 4 ℃ の 条件 下 で6 0分間反応 さ せ ,
0･2 % BS A加 P B S で遠心洗浄 し, 0.5 %ツ イ ー ン20, 0.5 % BS A,
10 %筋柱 ヒ ト γ グ ロ ブ リ ン 加 P B S 2 50/∠1 に再 浮遊 さ せ た. 5
分 間放置後, 0･5 %ツ イ ー ン20, 0･5 % BS A, 10 %筋注 ヒ ト γ グ
ロ ブ リ ン 加 P B S で50倍 に 希釈 し た 蛍光 イ ソ テ オ シ ア ネ ー ト
(flu o re scein is othio cya n ate, FI T C) 標識二次抗体 (F 31 3,
D A K O P m S)100/∠1 を加 え, 混 和 した . 4 ℃の 条 件下 で30分
間反応さ せ , 0.2 % B S A加 P B S で遠心洗浄･ し, ヨ ウ化 プ ロ ビジ
ウ ム bropidiu miodide, PI) (Ho e chst, Fr ank furt, Ge r m any)
1 0FLg/ml と R Nas e(Sigm a)200/Lg/mlを加え, 室温で 1 時間放
置 して , 4 ℃で 遮光 して 1 時間以 内に , フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー
に より測定 し た.
2) フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー に よ る定量的解析
核 D N A量 は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー E PI C S P R O FILE Ⅲ
(Co ulterEle ctr o nicsIn c. , M ia mi, U S A) を用 い て測定 し た. 染
色 され た 細胞を 488n m の ア ル ゴ ン レ ー ザ ー で励起 し, F 汀C は
560n m の シ ョ ー ト パ ス フ ィ ル タ ー , PI は590n m の ロ ン グ パ ス
フ ィ ル タ ー を用 い て 約2 0,000個 の 細胞 を測定 し た . なお , 内部
標準 と し て 正常 リ ン パ 球を使用 し, あ ら か じ め 標識粒子 に て ,
変動係数(c o efBe nt ofvariatio n, C V) が2.0 以 下 と な るように調
整 し た . D N Aヒ ス ト グ ラ ム に よ る 細胞 回転解析 は Br u c e
Bagw ellの 方法
パ)を用い て 行い , 各期に ある 細胞の 比率を解析し
た
. なお , Gt,Gl ピ















1 2 3 4 5 6 7 Total
Day
Fig･ 31 Nitr oge n bala n c ein r ats of 5e xperim e ntal gr o ups
during a7-dayinfusio n･ Nitr oge nb alan c e w a sde丘n ed by the
fo r m ula of: Nitr ogen administr ated
-
nitroge n e x c reted in
urin e･ □,grO uPI;Eg, grO upⅡ;E], gr O upⅢ;mIE,grO uPⅣ . *P
<0･01;























ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス に よ る抗腫瘍効果増強
Tab le3. Plas m a a min ogram in r ats of fiv eexperimentalgro ups
Amino acid
849
Co nce ntration ofa min o aci d(X ±S D, n m Ol/1nl)ingro up
‡ [ Ⅲ Ⅳ Ⅴ
Ala nin e 2.1±7.2
Arginine 13 6.0±2 7 3
Aspartic acid 40.7±1 7.5
Cystine 14.2 ±1 3.9
G lycin e 4 45.8 ±1 4 8.
H istidin e 7 3.8±2 7.3
Is oleucine l 15.4 ±3 9.4
Le ucin e 23 3. ±8l.O
Lysin e 430.0±133.9
Methio nin e 48.1 ±7.8
P henylala nin e l O2.9 ±2 9.4
Prolin e 184.5±1 1 1.4
Se rin e 417.6 ± 16 3.8
T br eonin e 49 5.2 ±2 5 5.2
Try ptophan 6 6.3±25.5
Tyr osine 84.5±50.3
Valin e 26 3.5 ±75.0
2.0±4.6
1 23.8± 40.0
5 3.9 ±3 1.3
1 1.4 ±1 0.5
3 63. ± 14 6.8
1 0 .1 ±4 2.5
1 2 6.3 ±38.0
280.4±9 3.3
47 7.1±2 2 4.2
3 2.7 士7.7* * *
1 1 2. ±3 3.2
13 6.7 ±39.1
3 67.4 ± 18 0,9
4 9 2.1 ±344.5
5 1.3± 16.5
54.7± 11.2
2 7 2.3 ±7 2.7
1.1±3.0 1.6 ±2.8 0
340.3±1 5 5.8* 35 4.4 ±4 1. * 158.4 ±39.0 .
4 2.4 士2 1.9 4 3.2±1 8.0 3 2.4±7.9
10.1 ±1 2.0 12.7±1 3.3 8.7±9,5
3 0 1.7 ±7 4. 5 18.6 ±1 13.4* * 508.8 ±173.0* *
7 9.1 ±2 7.2 8 2.0 ±1 2.3 7 0.3 ± 26.8
1 0 2.5 ±3 5.6 82.8± 28.2 98.5 ±32.9
2 20,1±7臥6 166.2 ±5 6.0 1 78.2 ± 6 9.1
4 7 9.0±1 7 2.8 4 16.5 ±7 9.2 4 29.0± 1 2 4.2
3 9.8 ±1 8.1* * * 28.1 ±1 3.4* * * 61.4士 2 6.7
8 9.7 ±3 0.5 7 7.7 ± 20.6 84.8±34.5
1 39.1 ±2 9.8 1 6 6.3 ±8 2. 158.8 ±33.7
3 8 3.6 ±1 1 2.8 4 2 6.4 ± 13 4.3 2 5 2,3± 46,6
4 2 9.4 ±1 5 0.2 4 1 0.5 ± 273.5 246.7 士39.1
4 4.1±1 l.7 4 7.4± 18.7 7 3.0±15.1
68.2 ±3 7.1 6 0.1± 2 1.5 70.6±1 9.3





GroupI, bala n ced a min o aci dsolutio n with Tegafurgro up;grO upⅢ, K K M-1(a min oa cid imbalance solutio nlacking m ethionin e a nd
CyStin e)with Tegafu rgro up ; grO uP Ⅲ, K K M-2(K K M-1 s up ple m e nted arginin e) with Tegafur gr o up ;grO uP Ⅳ, K K M-2 grotlP;
gr o up V,Standard dietsby m o uth,
* Significa ntly differentfr o mgroup I,Ⅲ, a nd Vat P<0.01, * * Signific antly dif feren t丘
･
O mgrO up Ⅲ atP<0.05,
* * *Signific a ntly
difftre nt fro mgr oup V atP<0.0 5.
Table4. Se ru mbio che mial findings after a7-dayinfusio n
Gr oup
a･







13.2 ± 1.4 0.5 3 ±0. 5 8 0 ±1 8 9.2 ± 2.8
16.0± 3.2 0.4 2±0.1 0 1 0 2±5(i l l.7± 2.9
2 l.3± 8.9 0.40±0.1 1 1 3 5±3 7 1 0.8± 2.2
1 4.7 ±5 .8 0.3 3 ±0.49 13 5 ±3 5 1 4.2± 6.3
13.8 ±3.6 0.4 6 ±0.5 2 10 7 ±2 2 1 0.7 ±2
.7
al
Gro up工, bala n ced a mino a cidsolutio n with Tegafur gro up :gr OuPII, K K M →(amin o aeid imbala nc e
SOlu tion la cking m ethio nin eand cystine) with Tegafu rgro up ; grO uP Ⅲ , K K M-2(K K M-1 s upplem ented
a rginine)with Tegafu rgro up;gr O uP Ⅳ , K K M
-2gro up:gl
･






















Fig. 4. Tis su e c o n c e ntr atio n s of T喝afur fro m r ats ofthe thr e e
experim e ntalgroups. □, grO upI;囚 , grOupⅡ;臼 , grO upⅢ .
Ve rtical bars repre sent 衰±SD.
Ti$ S U e
Fig. 5. Tissu e conc entration s of 5一皿uorouracil(5-F U)かo m rats
Of the thr e e e xpe rim e ntalgro ups. □, gr O upI;団 , grO upII;
田, gr O uPⅢ . Ve rtical bar S r epre S e nt豆±S D.
850
し評価対象外と した .
P C N A陽性細胞は 一 次抗 体で あ る抗 PCNA 抗体 を加えて い
な い 陰性標準測定(n egativ e c o ntroIstudy)を行 い , FIT C標識
率が 1 % 以 下 にな る よう に カ ッ トオ フ 値を定め , そ れ よ り上 を
P C N A陽性細胞 と み な した . 全 力 ウ ン ト数に対する陽性細胞数
の 割合(%) を P CNA 標識率と した .
Ⅳ . 統計 学的解析
各測定値 は 更 ±S D で表示 し た. 平均値 の 有意差検定 は , 一
元配置分散分析法を用い て 行い , そ れ ぞ れ危険率 5 % 以下をも
っ て 有意差あり と判定 し た.
成 績
Ⅰ . 腫瘍重量お よび宿主体重の変化(図1 , 2)
7 日間の 点滴終了時の 腫瘍重量 は点滴前 と比較す る と, Ⅱ群
は 2･5±1･6g, Ⅲ 群は 1.2±0.5g で あり, V群の 5.8±2.6g と比
較 して有意 に少 ない 膿 瘍重量を示 した (P < 0. 1).
宿 主の 体重の 変化 に つ い て は Ⅰ群 と Ⅲ群 の 間(P < 0. 5), Ⅱ
群 と Ⅴ群 の 間(P < 0. 1), Ⅲ 群と Ⅴ群 の 間(P < 0. 1), Ⅳ群 と V
群 の 間(P < 0. 5) にそ れ ぞれ 有意差 が認 め ら れ た.
Ⅰ . 窒素平衡の変化(図3)
Ⅰ群 は中心静脈栄養 を施行中は終始 正 の 窒素平衡を示 し た .
Ⅲ群 は, 5 日日を除 い て 正 の 平衡 を示 し た. Ⅲ群 とⅣ 群は 2 日
目 以降 は負 の 平衡を示 し た . 累積 窒素平衡 は Ⅰ 群 が 7 11±
340mg/kg, Ⅲ群が 210±308mg/kg, Ⅲ 群が - 656土291mg/kg,
Ⅳ群 が - 33 6士589m g/kg で あり, Ⅰ 群 と Ⅲ群 の 間(P < 0. 1),
Ⅰ群 と Ⅲ群の 間(P < 0. 05), Ⅰ群 と Ⅳ群の 間(P <0.0 05), Ⅱ群
と Ⅲ群 の 間(P < 0. 1), Ⅱ 群と Ⅳ群 の 間(P < 0. 05) に そ れ ぞれ
有意差が認め ら れ た .
】肛. 血 液生化学検査
1 . 血 祭 ア ミ ノ酸分析(表3)
血祭 ア ル ギ ニ ン過度 は , Ⅰ群 が 136.0±27.3n m ol/ml, Ⅲ群
が 123.8±40.On m ol/ml, Ⅲ群が 340.3±155.8n m ol/ml, Ⅳ 群が
354･ ±41.1n m ol/ml, V群 が 158.4土39.On m ol/ml であり, Ⅲ群,
Ⅳ群 で Ⅰ 群, Ⅲ 群 , Ⅴ群 に比較 して 有意 に増加 して い た (P <
0･01)･ 血祭 グ リ シ ン 濃度は , Ⅰ 群が 44 5.8±148. n m ol/ml, Ⅲ
群が 363. ±146.8n m ol/mi, Ⅲ群が 301.7±74.4n m ol/ml, Ⅳ群
が 51 8･6 ±113.4n m ol/ml, V群が 508.8士173.On m ol/ml であを),
Ⅲ群 が Ⅳ群, V 群 に比較 し て 有意 に減少し て い た (P < 0. 5).
血 祭 メ チ オ ニ ン 濃度 は , Ⅰ 群が 48.1±7.8n mol/ml, Ⅲ 群 が
Table5･ Flo w cyto m etric an alysIS after a 7-dayinfusio n





















































44.5 士9.5 2 ウニ1±6.2* *
37.7 士8.0 16.4±4.6
42.2士9.0 26.3士 8.1* *
40.3±12.0 20.2 士6.1
Gr otlPI , bala n ced amin o acid s olutio n with Tegafur gro up;
gro upⅡ , KK M- 1 (a min o acidimbalan c e s olutio nla cking
m ethio nin e andcystin e) withTegafurgro up ; gr OuPⅢ, K KM -2
(K K M-ls up ple m entedarginin e)wi th Tegafurgro up; grO uP Ⅳ,
KKM -2gr o up;grO uP V,Standarddietsbym o uth.
* Signific a ntly differe nt fro m gr o up Ⅲ at P<0.Ol,
* *
Sigu n抗c antlydi脆re ntfr o mgr oup Ⅲ atP<0,05.
3 2.7±7.7nm ol/ml, Ⅲ群が 39.8±18.1n m ol/ml, Ⅳ 群が28.1±
1 3･4n m ol/ml, V 群 61･4± 26･7n m ol/ml であり, Ⅱ 群, Ⅲ猟
Ⅳ 群で V群 に比較 して有意に減少 して い た (P < 0. 5).
2 . 血 清 B U N お よ び Cr(表4)
血清 B U Nの 値は , Ⅲ群が 21.3±8.9m g/dl と高い 傾向にあ っ
た が 有意差は なか っ た . 血 清 Cr の 値は , 各群間で ほ ぼ 同様 な
倦を示 した .
3 . 血 清 G O T お よび G F I
､
(表4)
血 清 G O Tの 値 は , 各 群 間で ほ ぼ 同様な値 を示 し た . 血 清
G FI
､
の 倦も, 各群間で ほぼ 同様な備を示 した .
Ⅳ . 臓器 ･ 血 中の テ ガ フ ー ル お よび 5- F U濃度
1 . 臓器 ･ 血 中テ ガ フ ー ル 濃度 (図4)
テ ガ フ ー ル 濃度 ほ , 腫瘍 内で は Ⅰ 群が 53.0 ±15.7〃g/g, Ⅱ
群 が 49･1±21･1/∠g/g, Ⅲ群 が 35.0±16.7〃g/g であり, 各群間
で有意差 はな か っ た . 各臓 器内で は い ずれ の 群間で も有意差 は
な か っ た ･ 血 清 で は Ⅰ 群 が 49.3± 15.8〃g/g, Ⅱ 群が 4 2.1±
17･1/Jg/g, Ⅲ群 が 49.8±2 5.0/増/g で あり, 各群間で有意差 は
な か っ た . ま た, い ずれ の 群で も腫瘍, 各臓器, 血 清 の 濃度 に
は有意差を認めなか っ た .
2 . 臓器 ･ 血 中 ふF U濃度(図 5)
5-F U濃度 は , 腫 瘍 内で は Ⅰ 群が 1.65± 0.5 2/ノg/g, ] 群が
2･57士0･8 5〃g/g, Ⅲ群 が 2.2 6± 0,97〃g/g で あり , 他の 臓器 に
比較 し て著明 に高く , 血 清 の20､ 4 0倍, 腹腔内臓器の 2 ､ 10倍
の 濃度で あ っ た . ま た , 有意 差は な か っ た が Ⅱ鮮 , Ⅲ群で Ⅰ 群
に比較 して 高くな っ て い た . 各臓 器内で は血 清 の 3 ､ 12倍で ,
有意差 は ない もの の Ⅱ群 , Ⅲ 群で は , ほぼ す べ て の 臓器で Ⅰ 群
より高く な っ て い た ･ 血 清 で は Ⅰ群 が 0.07±0.02〃g/g, Ⅱ 群
が 0･07±0･05/噌/g, Ⅲ群が 0.12±0.07ノ増/g で あり, 各群間で
有意差は な か っ た .
Ⅴ
. 核 D N A量(表5)
点滴終了時の D NA 解析に お い て , G｡Gl 期細胞数 は, Ⅲ群は
46.0±8.9 % と, Ⅱ 群の 26.4±5.9 %, Ⅳ群の 31.4±5.3 % と比較
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ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス に よ る抗腫瘍効果増強
差 は認 め な か っ た . G2M 期細胞数 は , Ⅲ群 が 1 6.4±4.6 % と,
[群の 29.1±6.2 %, Ⅳ群の 26.3±8.1 % と 比較 して 有意 に減少
して い た (P < 0. 5).
Ⅵ . P CN A標識率(図6)
P C NA 標識率 は , K K M-2 をテ ガ フ ー ル と併 用 した Ⅲ 群 は
30±16 %, m -2 を単独投与 した Ⅳ群 は 49± 19 % と低下 し,
Ⅲ群 は Ⅰ 群, Ⅱ群 , Ⅴ群 と比較 して 有意 の 低値を示 した (P <
0.01).
考 察
ア ミ ノ 酸 イ ン バ ラ ン ス は, 当初は 特定 の 制限ア ミ ノ 酸を添加
した栄養 に よ っ て惹起 さ れ る重篤か つ 可 逆 的な栄養障害 と定義
さ れ て い た
9)
. そ の 機 序は , 第二 制限 ア ミ ノ 酸 の 補給 に よ っ て
助長 さ れ る高度な第 一 制 限ア ミ ノ 酸 の 不足 に伴う蛋白合成障害
と推定 さ れ , 血 液悪性疾患 を中心 に臨床応用も試 み ら れ た
川
.
しか し, ア ミ ノ 酸 イ ン バ ラ ン ス は, 単独使用 に よ る抗腫瘍効果
が広く認 め ら れ る に至 ら な か っ た . そ の 理 由に は, 人体 内に存
在す る豊富なア ミ ノ 酸 プ ー ル が イ ン バ ラ ン ス に 対す る緩衝作用
を発揮す る こ と と , 経 口栄養で は確実 に ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス
を誘導 できな い こ とが 考え られ る .
臨床 医学 の 分野に お い て , 過去30年の 間に 最も著 しく進歩を
遂げたもの の 一 つ に 栄養管理法 がある . 流量 の 豊富 な静脈 に輸
液を投与する中心静脈栄養法(totalpar e nte raln utritio n, T P N)
は , 限ら れ た輸液量で必要か つ 十分 な栄養素を生体 に供給す る
こ と を 可能に した . 栄養状態の 改善を目的と して術前の 栄養管
理 や
11】
, 消化管 の 安静 を強 い ら れ る 術後 の 栄養管理 に T P N は
新た な境地を拓 い た . 低栄養に起因する細胞性免疫能の 低下 に
も T P Nの 有f削生が報告 さ れ て お り12), 抗癌 剤の 消化管毒性 へ
の 対処 に も T P N は必須 と言える13). 山 方 , 栄養の 投与 は腫瘍
増殖 を促進 し, 宿主 に 悪影響を及ぼす と の 報告もある14) 瑚. こ
れ ら の 成績か ら , 担痛生 体に適 した 栄養管理 の 確立は急務であ
る と 言 っ て 過言で は ない . 投与ア ミ ノ 酸の 組成を自由に変えら
れ る こ と は , T P Nの 特徴の 一 つ で ある . T P Nの 普 及と と もに ,
経静脈的なア ミ ノ 酸製剤の 投与に よ り惹起 した ア ミ ノ 懐イ ン バ
ラ ン ス が 悪性腫瘍の 発育 に及ぼす影響 を検討す る 試み が 再開さ
れ た .
現在, ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス は , 特定の ア ミ ノ 酸を欠乏さ せ
た場合 に惹起 され る 代謝障害 に加え , あ る 種の ア ミ ノ 酸を過剰
に投与 し た際や ア ミ ノ 酸代謝桔抗剤を投与一 した 際に 引き起 こ さ
れる 代謝障害も包括す る用語と して 認識 され て い る . 欠乏さ せ
る こ と に よ っ て 膿場増殖を抑制する ア ミ ノ 酸 と して は フ ェ ニ ー
ル ア ラ ニ ン11り, メ チ オ ニ ン
1 6】
, シ ス ナ ン
川
,
バ リ ン17), トリ プ ト
フ ァ ン
18)
, グ ル タ ミ ン
19)な どが 報告 さ れ て い る . 一 方 , 過剰投
与が腫壕増殖を抑制す ると され て い る もの にア ル ギ ニ ン
21))
, グ
ル タ ミ ン
21)な ど が ある . 本研 究で は , 後述 する 理 由で メ チ オ ニ
ン お よ び シ ス ナ ン 欠乏 と ア ル ギ ニ ン 過剰投与 を経み合わ せ たイ
ン バ ラ ン ス 輸液を作成 し, テ ガ フ ー ル と の 併用効果を検討 し
た.
本研究 に用 い た テ ガ フ ー ル は 5-F Uの 誘導体 であり, p450 や
腫 瘍 に 存 在す る チ ミ ジ ン ホ ス ホ リ ラ ー ゼ (thymidin e
phosphoryla se, TP) に より, 生体内で 徐 々 に 5NF U に変換 され
る . さら に, 5-F ロ は 三つ の 経路 に よ っ て リ ン 酸化を受けて抗
腫瘍作用を発揮する . その 代 謝産物 の 一 つ で あ る 5- フ ル オ ロ ･
2
'
- デ オ キ シ ウ 1) ジン ー 燐 酸 (5-flu o r o-2
'




m o n opho sphate , F d U M P) は , チ ミ ジ ル 酸 合 成 酵 素
(thymidylate synthas e, T S) お よ び メ チ レ ン テ トラ ヒ ド ロ 辛酸
(m ethylen etetr ahydrofblygluta m ate , C H2H4PteGlu) と とも に三
者結合体 (ter n ary C O mPlex, T C) を形成 し, T Sを不活化する .
ま た , D N Aの 合成阻害 と , 5'- フ ル オ ロ ウ リ ジ ン 三 燐酸 (5
'
一
打u o r o uridin e-tripho sphate, F U T P) に代謝さ れ た後, R N A に取
り込まれ て , R N Aの 機能障害を引き起 こ す系も考え られ て い
る
22】
. T S は, ビリ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ドの 新規合成系の 律速酵素
であり, その 完全阻害は確実に細胞死 に つ なが る と推定され る .
しか し, かFU による T S阻害 は さまざまな細胞内環境 に影響 さ
れ , 結果 と して 腫瘍細胞 は 5-F U に対 し て低 い 感受性を示す こ
と に な る . T Sの 基 質 で あ る デ オ キ シ ウ リ ジ ン ー 燐 酸
(de o xyuridin e m o n opho sphate , d U M P) の 高値や T Sの 基質結
合部位数の 高値 , C H2HヰPteGlu の 供給不足 は い ずれ も TSの 不
完全阻害の 要因に なる23).
m -1 はメ チ オ ニ ン , シス チ ン を 除い た ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ
ン ス 輸液で ある . 特 に, メ チ オ ニ ン は 蛋白合成の 開始 ア ミ ノ 酸
で あり, D N A や R N Aな どの メ チ ル 化反応の メ チ ル 基供与体で
あ る こ と か ら , 腫瘍 の 増殖 に不可 欠 とさ れ , 各種ア ミ ノ 酸 の な
か で も膿瘍細胞 の 取り込み が最も高 い と され て い る2 4). さ ら に,
腫瘍内の メ チ オ ニ ン 濃度が 低下 す る と, その 低下 を補う た め に
ホ モ シス テ イ ン が メ チ オ ニ ン へ 転換 され る. こ の 際, 補 国子 と
し て メ チ ル テ トラ ヒ ドロ 葉酸(m ethyltetrahydrofolylgluta m ate,
C H3H｡PteGlu) が 使用 され , ホ モ シ ス テ イ ン に メ チ ル 基が 供給
さ れ る. 以 上 の 反応 の 結果, メ チ オ ニ ン と とも に CI12H.PteGlu
の 前 駆体であ る テ トラ ヒ ドロ 葉 酸(tetrahydrofolygluta m ate,
H.PteGlu) が 生 成 さ れ る , し た が っ て メ チ オ ニ ン 欠乏輸液は ,
C H2H4PteGlu 不足 に よ る T Sの 不完全阻害 に由来する腫瘍細胞
の 5-F U低感受性 を打破する調節因子(m odulato r)と考 え られ
る25).
K K M-2 で は , メ チ オ ニ ン と シ ス テ ン を欠乏 させ たう え に ア
ル ギ ニ ン を大量 に添加 してあ り, 前述 の 調節因子効果に加 え て
尿素回路の 賦活化を期待 し た. 尿素回路と ビリ ミ ジ ン の 新 規合
成系は C Pを共通の 基質と して お り, C Pの 生 成量 が 一 定 で あ
る とす る と, 尿素回路の 賦活化 は ビ リ ミ ジ ン の 新規合成系 の 抑
制 に な る と 考え
■
ら れ る . 実際 に, 中野2
fi)は ア ル ギ ニ ン を 大量投
与し た ラ ッ ト にお い て尿素回路の オ ル ニ ナ ン ト ラ ン ス カ ル バ モ
イ ラ ー ゼ (0mitin etr an sc arb m oylas e, O T C)描性は 上昇す るが ,
ビリ ミ ジ ン 合成の 初期段階を触媒す る酵素で あ る ア ス パ ラ ギ ン
酸 ト ラ ン ス カ ル バ モ イ ラ ー ゼ (aspa r ate tr a n s c a rba m oyla s e,
A T C)括惟 は低 卜して い る こ と を報苦 した . 大村
27,は A 廿130担
痛 ラ ッ トに K K M-2 を投与 し, 腫 瘍増殖の 抑制と瞳揚細胞 に よ
る
:
里 - チ ミ ジ ン お よ び
3
Ii- ウ リ ジ ン の 取り込み低 下 を報告 し, 核
酸 合成抑制 の 結果である と結論づ けて い る. し たが っ て, ア ル
ギ ニ ン を過剰 に 含有す る K K M-2 に は, 異な っ た 機序 で ビ リ ミ
ジ ン の 新規合成系 を抑制する こ と に よ る テ ガ フ ー ル の 相乗効果
が期待 できる . 本研究 に使用 した A H-130細胞 は, 酵素活性か
ら み る と ビリ ミ ジ ン の 新規合成系 が有意 であり, サ ル ベ ー ジ経
路 の 活性 は低い 2ボ). 標的酵素活性の 高低が当該酵素の 阻害効率 ,
ひ い て は抗腫瘍効果 にい か な る影響 を及ぼす か に つ い て は , さ
ま ざまな細胞内環境が影響する た め に定説 はない .
本研 究で は , 固形飼料を自由摂取させ た Ⅴ群と比較 して , テ
ガ フ ー ル に m -1 また は K K M-2 を併用 した Ⅱ群 , Ⅲ群 で有
意な腫瘍増殖抑制が観察された (P < 0. 1). 一 方 , テ ガ フ ナ ル
852 服
を総合 ア ミ ノ酸 製剤と と も に使用 した Ⅰ 群や K E M-2 を単独イ吏
用 し た Ⅳ群で は , V群 と比較 して 腫瘍重量に差 を認め な か っ た .
し た が っ て , Ⅲ 群 お よ び Ⅲ群 に み ら れ た腫瘍増殖抑制効果は ,
ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液 と テ ガ フ ー ル の 相乗効果 の 結果 と解
釈 さ れ た . 宿主 の 体重 に 閲し で は, Ⅰ群で は輸液前後で ほ と ん
ど変化 を示 さず, Ⅱ群, Ⅲ群で は そ れ ぞ れ 平均12 %, 16 %の 減
少を認 め た. 血 液生 化学襖査で は , ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス と テ
ガ フ ー ル の 併 剛 二 よ る肝機能障害は認めなか っ たも の の , 両者
の 併用 は宿主の 蛋白代謝 にも少な か ら ず影響を及ぼ して い る も
の と考え られ た . 特 に, Ⅲ群で は累積窒素平衡の 債 が 負で あり,
他群と の 間に有意差 が認 め ら れた .
ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液の 併用が テ ガ フ ー ル の 代謝 に 及ぼ
す 影響を観察す る た め に , 各種臓器内の テ ガ フ ー ル , 5-F U濃
度 を測定 した . そ の 結 軋 テ ガ フ ー ル の 臓器内濃度 に は各臓器
間, 各群間で差 はみ ら れ な か っ た . 一 方 , Ⅰ ～ Ⅲ群 の 腫瘍内 ふ
F U濃度 は , 各臓器 と 比較 し て 著明 に高く , 有意差を認 め た
(P < 0. 5), とく に ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液併用群 で は より高
い 傾向が み られ た. しか し, 種々 の 臓器 に つ い て は, 各群間に
5-F U濃度の 差 を認 め な か っ た ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液併
用群 で は, 腫瘍 内や 各臓器内の テ ガ フ ー ル が 他群と 同 レ ベ ル で
あ る に も関わ らず , 同部で 高い 5-F U濃度が 得ら れ た . こ の こ
と か ら, ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液併用群 にお け る組織内で の
テ ガ フ ー ル か ら ふF Uへ の 転換促進, も しくは L F Uの 分解抑制
が示唆 され た . そ の 横序 と し て は, ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液
施行時 の p450 や T Pの 活性 の 上 昇, あ るい は 5-F Uの 分解経路
の 律速酵素 である ジ ヒ ドロ ウ ラ シ ル 脱 水素酵素(dihydro u r a cil
dehydroge n a se, D H U D) 活性の 低下 が 考えられ た.
腫瘍組織は , 正 常組織 と比較 して 高い T P活性を示す こ とが
報告さ れ て い る2～I). ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液併用群 で は , 腫
瘍組織内の み な らず各種臓器の 正 常組織に お い て も高 い 5- F U
濃度が 得 られ た た め , ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス に より D H U D が
阻害さ れ た 可 能性 が高い と考えられ た. ふF U によ る T S阻害効
率を高め るた め に は, Fd U M P と還元型葉酸が と もに 高い 膿度
で 存在す る こ と が 必 要 で あ る 2:t) . 還 元 型 葉酸 に つ い て は ,
m -1, K K M-2 を含め た メ チ オ ニ ン 欠乏輸液, 白金製剤 な ど
が そ の 濃度を上昇さ せ る調節因子で ある と さ れ , 一 部で 臨床応
用も開始さ れ て い る . 加 えて KK M-2 投与群で は , 5-F Uの 高い
膿壕組織内漉度が観察 さ れ た . こ れ ら は, よ り確実 な T S阻害
に帰結するもの と解釈 さ れ る.
一 方 , 5-F Uの 高い 臓器内膿度 は当該臓器の 障害, す な わ ち
副作用の 発現 に結 び つ く . 5-F Uの 投与量制限国子は消化管毒
性であ るが , ア ミノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液と テ ガ フ ー ル の 併 用に
よ っ て高ま る 5 ゼUの 消化器系臓器内濃度 は, こ れ を助長する
可能性を有する . 化学療法 に伴う消化管毒性 の 軽減 を目的と し
た投与法 の 工 夫, 愁訴 を綬和する薬剤の 併用が必須 である と 言
え る
.
近年, 生物学的悪性度の 判定の 指標 と して, フ ロ ー サ イ ト メ
トリ ー に よ る核 D N A畳解析 の 有用性 が報告 され て い る3n). 一
万 , 核 D N A畳 は組織学的所見や臨床所見と必ず しも 一 致せ ず ,
予後の 指標にならない と の報告もあ る31】. 墳 D N A最 の 解析 は ,
増殖期 の 細胞核を特異的 に染色, 測定す る こ とが で きな い 鳥
測定試料 の条件に差異あ る点, 腫瘍 内多様性(hete roge n eity)
の存在す る点などが問題 となっ て い る . 本実験 で は , K K M-2
と テ ガ フ ー ル 併用 群 にお い て m -1 とテ ガ フ ー ル 併 用群ある
い は F m -2 単独群 と比較 して G.,Gl 期の 増加と , G2M 期 の 減
少が 認め ら れ た . し か し , K K M-2 と テ ガフ ー ル 併用群 に お い
て 総合ア ミ ノ 酸製剤と テ ガ フ ー ル 併用群や 経 口栄養群と の 比較
で は 有意差 は認め ら れ な か っ た .
PC N A は, Gl 後期 か ら S 期 に か け て 出現する増殖細胞 に特
異的な核蛋白で腫瘍増殖能を表す 一 指 標と して 知 ら れ:-2), そ の
陽性率が高 い ほ ど悪性腫瘍 の 増殖率 は高 い と 考えら れ て い る.
抗 P C N A抗体 は パ ラ フ ィ ン 包捜 さ れ た 標本でも染色可能な た
め 臨床病理学的国子 や予後 との 相関 に つ い て 研究が な さ れ, そ
の 有 用性 が報告さ れ て い る: 駆 り. 中野 ら35)は , 胃痛切除例 にお い
て PC N A標識率と ブ ロ モ デ オキ シ ウリ ジン O3rO m Ode o xyuri din e,
Brdロ)標識率 は有意に相関 し, 生物学的悪性度 の 指標 と して 有
用で ある と し て い る . 最近で は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 多数の
細胞 の 検索 が で き, よ り 客観的な評価が 可 能と な っ て , その 信
頼性が向上 し た36). 本研 究の P C N A標識率 の 測定 で は, F m -2
と テ ガ フ ー ル 併 用群が 総合ア ミ ノ 酸製剤 と テ ガ
､
フ ー ル 併 用群,
m -1 とテ ガ フ ー ル 併用群ある い は経 口 摂取群 に比車交して 有
意差をも っ て 低値 を示 し た . こ の こ と は , K K M-2 とテ ガ フ ー
ル 併用群で は他 の 群 に比較 して腫瘍増殖が抑制 され て い た こ と
を示 し て お り, テ ガ フ ー ル の 抗腫瘍効果増強作用を表 し てい る
もの と解釈 さ れ た . 日比野 ら25)は メ チ オ ニ ン 欠乏 ア ミ ノ 酸輸液
と ふF Uの 併用 に よ っ て , かF U効果 の 増強が お こ っ た と して い
る. 本研 究 に用い た K K M-1 は, 日比野 ら の A O-90 と類似 した
組成 と な っ て い る が , 抗腫 瘍効果, お よ び D N A, PC N A に 及
ぼす影響 とも に m -2 に比 べ て 弱く, 日比野 ら と は 異 なる 結
果 とな っ て い る . こ れ は併 用し て い る 抗癌剤の 遠い か , ある い
は用い て い る 腫瘍細胞の 遠 い に よ るも の と考え られ た. K K M-2
と テ ガ フ ー ル の 併 用 にお い て は抗 腫瘍効果, D N A, P C N A に対
す る作用とも に他 の 群 に比較 し て 明ら か に 増強 して お り, 両者
の 併用の 有用性を示すもの と 考えら れ た . また , 核 D NA 量測
定 によ る S 期細胞率とP C N A標識率 の 不 一 致は , フ ロ ー サ イ ト
メ ー タ ー で は S 期 の 細胞核 を特異的 に染色できず , シ ュ ミ レ ー
シ ョ ン に よ り 理 論計算 を行う こ と に より生 じた もの と 考えら れ
た .
今後は , 臨床応用す る た め に抗腫壕効果を維持 し つ つ , 宿盲二
の 栄養状態 を保 ち, 消化管 へ の 副作用 を韓滅する投与法 に つ い
て さら に 検討 を重ね る必要が あ る もの と思 わ れ た .
結 論
腹水肝嶋 A H 1 30 を移植 した 担痛 ラ ッ トに 対 して , メ チ オ ニ
ン と シス ナ ン を欠 乏 させ た∴K K M-1 お よ びさ ら に ア ル ギ ニ ン を
増量 した∴K K M-2 の ア ミ ノ酸 イ ン バ ラ ン ス 輸液と 抗癌剤 の 併用
療法を行 い , 抗腫 瘍効果増強の 検討 と フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー 法
に よ る核 D N A量と P C N A標識率を検討 した . そ の 結 果以~Fの
結論 を得 た.
1 . K K M-1 お よ び K EM -2 とテ ガ フ ー ル 併用群 で は経 口摂取
群 に比較 して 有意 に腫瘍重量 の 減少を認め た.
2 . m -1 と テ ガフ ー ル 併用群, ⅨK M-2 と テ ガフ ー ル 併用
群 お よ び m -2 単独投与群 で は宿主体重の 減少を認め た. 累
構窒素平衡は K K M･2 と テ ガフ ー ル 併用群 と m -2 単独投与
群 は負を示 した.
3 . 血柴 ア ミ ノ 酸分析で は･ E E M-1 と テガ フ ー ル 併用群 は有
意 に メ チ オ ニ ン 漉度 の 低下 を 認め た. K E M-2 と テガ フ ー ル 併
用群 と m ･2 単独投与群 は有意 に メ チ オ ニ ン 濃度の 低下と ア
ア ミ ノ酸 イ ン バ ラ ン ス に よ る抗腫瘍効果増強
ル ギ ニ ン 濃度の 高値 を認 め た.
4 . 血 清の B U N, ク レ ア チ ニ ン , G O T, G P Tの 異常は 認め
なか っ た .
5 . テ ガ フ ー ル 濃度 は各群間, 各臓器間で は 差は なく, 5 ゼU
濃度 は腫瘍内で著明 に高く, ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液併用群
で は総合 ア ミ ノ 酸製剤併用群よ り 高い 傾向にあ っ た .
6 . K K M-2 と テ ガフ
ー ル 併用群で は K K M-1 と テガ フ ー ル 併
用群お よ び K K M-2単独投与群 に比較 して 有意に G.-Gl 期細胞数
の 増加 と G｡M 期細胞数の 減少を認め たが , S 期細胞数 は同程
度であ っ た .
7 . K E M-2 と テ ガ フ ー ル 併用群で は総合 ア ミ ノ 酸製剤 と テ
ガ フ ー ル 併用群, K K M-1 と テ ガフ ー ル 併 用群, 経 口摂取群に
比較 して , 有意 に P C N A標識率の 低下 を認め た .
以 上 の 結果か ら, K E M-2 と テガ フ ー ル 併用療法 は給合 ア ミ
ノ酸 製剤と テ ガ フ ー ル 併用群ある い は K K M-2 単独療法 に比較
して , 抗腫瘍効果の 増強 と P CN A標識率 の 低 F
-
を 認め , 薬学
的治療 の 一 手段 と な りう ると 考え ら れ た .
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V ratsgain ed body w eight･ N itr oge nbalan c ein gro upsI a nd Ⅲ w a spo sitiv e, butin gl
･
O upS Ⅲ a nd Ⅳ w as n egativ e･ Pla s m a
free a min ograms reve aled a m ore significantin c re a s ein a rginin ein gro upsⅢa nd Ⅳ tha nin gro upsI , Ⅱ, a ndV r ats (P<
0･0 1)･ a nd a m o r e significa ntde c re asein m ethio ninein gro ups II, Ⅲ , a nd Ⅳ than in gr o up V rats(P<0.0 5). Se ru mB U N,
C reatinin e, GOT, and G P Tw e r ea t the s a m elev el in all nve gro ups･ A 11thre Tegafu トinfu sedgro ups sho w edthe sam elev el
fbrtiss u e concen tratio n ofTegafu r･ T he tu mor c o n c e ntr atio n of 5 FUin the s ethr e egr o ups w a s2 0
､ 4 0tim e shighe rtha nthat
Ofseru m･ T hetissu e c o n centratio n of5F U in rよts from groupsIIa nd Ⅲ was highe rtha nin gr o up I rats . M ale ra ts be aring
A H 130 as citeshepatom a in the pe riton e um r e c eived T P N fo r seven days u nde rthe regl men Sgl V e n abo v e･ As cite s c ells
Obtained fro m the tre ated rats w ere a nalyzed with aflow cytom eter･ An alysI S Ofn u cle a rD N Aconte ntshow ed gre ater c e1
a c cu mulation in the GoGIPhasein ratsfrom groupsⅡ and Ⅳ than in gr oup Ⅲ rats(P<0･05)･ The PCN A labelingindex by
now cyto m etrin the groupⅢ rats w as30 士1 6 %, Significa ntlylow ertha nin groupsI ,Ⅱ , and V(P<0.01). T hese r esults
S uggeS t the an tトtu m o reffectofnuorop yrimidinesisinc rea sedbythe co mbined use ofamino a cid im balan c esolution , Which
is the biochemic al m odulator of fluoropyrimidines. T he c ombin$d administratio n ofa min6>a Cid imbalance solution a nd
flu oropyrimidinesis a usefultre a tmentfbrpatie nts with ca n ce r.
